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Analysis　of　Nuclear　DNA－protein　Contents　in　Primary　Lesions　and
　　　　　　　　Metastatic　Liver　Lesions　of　Colorectal　Carcinomas
Chan　Pong　LOI，　Atsushi　NAKAJIMA　and　Akira　MAJIMA
Department　of　Surgery，　Tokyo　Medical　College
　　　　（Director：Prof．　Kozaburo　KIMURA）
　　Primary　lesions　and　metastatic　liver　lesions　of　33　patients　（17　patients　with　rectal　cancer　and　16
with　colonic　cancer）　in　whom　metastasis　to　the　liver　was　observed　during　the　period　from　1984　to
September　1933，　and　cancerous　lesions　of　42　patients　（12　with　rectal　cancer　and　30　with　colonic
cancer）　who　had　no　liver　metastases　for　more　than　three　years　during　the　same　period　were
classified　into　three　groups．　Group　1：synchronous　liver　metastasis　group　（n＝17），　Group　II：hetero－
chronous　liver　metastasis　group　（n＝16），　and　group　III：non　liver　metastasis　group　（n＝42）．　A
comparartive　study　was　made　among　these　three　groups　using　two－parameter　analysis　of　the
nuclear　DNA　and　protein　contents，　determined　with　a　microspectrophotometric　TV　camera　system
following　Feulgen　Naphthol－yellow　S　double　staining　of　freshly　excised　specimens　and　paraffin
blocks．
　　On　analysis　of　the　DNA　histogram　pattern，　aneuploid　pattern　was　seen　in　94．10／o　（16／17）　of
primary　lesions　in　Group　1，　50％　（8／16）　in　Group　II，　and　71．40／o　（30／42）　in　Group　III．　Briefly，　the
frequency　of　the　aneup1oid　pattern　was　higher　in　Group　1　than　in　Group　II　（p　〈O．05）．　ln　metastatic
liver　lesions，　on　the　other　hand，　the　frequency　of　aneuploid　pattern　was　high　in　both　Groups　1　and
II．　［100％　（17／17）　in　the　former　and　87．50／o　（14／16）　in　the　latter．］
　　On　analysis　of　the　ratio　（P／D　ratio），　cellular　nuclear　protein　content／typical　daily　nuclear　DNA
volume　which　reflects　an　acceleration　of　proliferative　ability　of　cell，　the　average　value　of　the　P／D
ratio　was　1．29±0．36　for　the　non－liver－metastasis　group（Group　III）whereas　it　was　significantly
higher，　at　1．52±O．32，　for　the　liver－metastasis　groups　（Groups　1　and　II，　p〈O．Ol）　and　still　higher，　at
1．65±O．33，　for　Group　1　（p　〈O．Ol）．In　patients　with　a　P／D　ratio　of　＞2．0，　the　cancer　cell　contents　were
significantly　higher，　at　30．1±14．9％　for　the　liver－metastasis　groups　（Group　1　and　II）．compared　to　15．
3±14．9％for　the　non－liver－metastasis　group（Group　III，　p＜0．01）．Moreover，　both　Group　I　and　Group
II，　at　36．7±15．1O／o　for　the　former　group　and　23．6±13．20／o　for　the　latter，　were　significantly　higher，
compared　to　15．3±14．90／o　for　Group　III　（p　〈O．Ol，　p〈O．05）．These　findings　suggest　that　patients　with
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P／D　ratios　of　＞1．5　or　2．0　with　200／o　or　more　cancer　cell　content　constitute　high　risk　groups　for　liver
metastasis．
　When　clinicopathological　factors　were　analyzed　in　relation　to　nuclear　DNA－protein　contents　in
patients　with　colorectal　cancer，　two　factors　for　liver　metastasis　were　detected　at　a　significantly
higher　rate　in　Group　II　than　in　Group　III　（p〈O．Ol），i．e．　wall　infiltration　deeper　than　the　serosa　and
positive　venous　mvaslon．
　These　results　suggest　that　patients　with　vascular　mural　invasion　by　primary　lesions　of　colorectal
cancer　of　deeper　than　the　serosa　or　with　positive　venous　invasion，　with　a　P／D　ratio　of　over　1．5　and
in　which　cancer　cells　with　a　P／D　ratio　of　＞2．0　constititute　more　than　200／o，　have　a　great　possibility
of　liver　metastasis，　and　these　factors，　detected　at　a　significantly　higher　rate　in　Group　II　cases　seem
to　be　useful　as　predictive　factors　of　liver　metastasis．
1．緒 言
　大腸癌治癒切除症例の20％前後には再発が認め
られ，局所再発と肝転移は最も高率であり，治療成
績の向上を防げる重要因子のひとつとなってい
る1）2）．治療成績をより向上させるためには肝転移対
策が必要不可欠である．肝転移のhigh　risk　group
を術前に特定可能であれば術前後の治療法の選択に
より肝転移巣の予防が可能となり得る．近年，癌細
胞核のDNAの解析により癌細胞の生物学的特性や
悪性度の評価，増殖進展に関する研究がなされてい
る3）．本研究は大腸癌の皆野転移群と肝転移群の癌
細胞核DNA量に加え核内蛋白量を同時測定し，
two－parameter解析を行い，両群を比較し，これら
のparameterが肝転移のhigh　risk　groupの判定の
有用性を検討した．
II．研究対象
　1984年から1993年9月まで9年9カ月間に本教
室にて経験した大腸癌は986例であり，術中あるい
は術後経過観察中に肝転移を認め，且つ検体採取可
能の直腸癌17例，結腸癌16例，計33例の大腸癌原
発巣と肝転移巣を対象とした．なお，同期間に術後
3年間以上再発または肝転移を認めなかった症例か
ら無作為に抽出した直腸癌12例，結腸癌30例，計
42例の原発巣，下弓患者の大腸正常上皮および健常
人の末梢血リンパ球を対照とした．
III．研究方法
　1．リンパ球細胞周期と核DNA一核内蛋白量と
　　の関連
　細胞周期の解析および細胞周期の変動と細胞核
DNA一核内蛋白量との関連性を検索するため，健常
人のGo期末梢血10　m1より奥田4）の方法に準じて
リンパ球を分離し，Phytohemagglutinin（PHA）を
加え，72時間培養後に幼若化したリンパ球をDNA
はFeulgen染色，核内蛋白はNaphthol－Yellow　S
による二重染色を施行した（表1）．
　2．正常大腸上皮
　大腸癌の対照として，細思患者（憩室穿孔）の切
除された大腸病巣から充分離れた正常大腸粘膜の固
有層から検体を採取し，無蛍光スライドに捺印後，
Feulgen－Naphthol　Yellow　S二重染色を施行し，
核DNA量と核内蛋白量を測定した．
　3．大腸癌原発病巣および肝転移病巣
　肝転移症例のうち11例については手術時に得た
　　　表1リンパ球の分離・培養
末梢血IOml・｝RPMI　1640液10m1＋hepari113ml
　　　　　　　　　↓リ・バ球分融
　　　　　1600r．p，m15分間遠沈
　　　　　　　　　壷
　　　リンパ球層1－RPMI　l640液10ml
　　　　　　　　　壷
　　　　1600r．pm　8分間遠沈し洗浄
　　　　　　　　　寺
　　　　1200r．p．m　5分間遠沈し洗浄
　　20％FBS　l－PBSI浮遊（2×106個／mD
　　　　　　　　　壷
　PHA（500μg／mIをRPMI　l640液で作製）に
400／∠1のリンパ球浮遊液を加え培養，72時間後
　　　　　　　　　壷　　　Fculgen－Naptho1　Yellow　S二重染色
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新鮮標本を用い22例はパラフィン包埋標本から試
料を採取した．同様に対照42例のうち17例は新鮮
標本から，残り25例はパラフィン包埋標本より試料
を得た．
　1）新鮮切除標本よりの検体
　新鮮切除標本は腫瘍の辺縁部より1cm立方の腫
瘍組織を採取し，生理食塩水で付着した血液を洗い
落とした後，二分割して新鮮切離面を26×76mm，
厚さ0．9mmの無蛍光スライド上に薄く均等に塗抹
し，直ちに水溶性エアゾールにて固定し，塗抹標本
をPapanicolaou染色後，癌細胞を確認し（図1－a），
核DNAはFeulgen染色，核内蛋白はNaphthol
Yellow　Sにて染色を施行した（図1－b）．
　2）パラフィン包埋標本よりの検体
　パラフィン包埋標本より5μmの切片を製作し，
ヘマトキシレン・エオジン染色を行い，癌病巣を確
認後，癌病巣に対応する部分より40μmの切片数枚
を検体として採取した．検体をキシレンにて脱パラ
フィンを行い，次に100％，95％，70％エタノール
に各20分間順次浸し，再水和処理を行った．さらに
組織を細切し，2．0％2NaEDTA（和光純薬）を含
むphosphate　buffer　solution（PBS）（pH　7．3，
without　Ca＋＋，　Mg＋＋），中に37℃，120分間浸漬し
た．生食にて洗浄後，2．0％collagenase（Sigma社）
を含むPBS（with　Ca＋＋）溶液に入れ37℃60分間撹
拝し，酵素処理をした後，再度生食にて洗浄し，ガ
ーゼ2枚を重ねたフィルターでろ直後，autosmear
にて厚さ0．9mmの無蛍光スライド上に塗抹自然乾
燥し，Feulgen－Naphthol　Yellow　S二重染色を施
行した（表2）．
　4．細胞核DNA，核内蛋白量の測定法
　Feulgen－Naphthol　Yellow　S二重染色で処理さ
れたスライド標本中の細胞核DNA，核内蛋白量の
測定は定量細胞診断TVカメラシステム（浜松フォ
トニクス製）を使用した．547nmのフィルターを通
した顕微鏡画像で測定細胞核を確認したのち，細胞
核の測定範囲を決定し，核DNA量を測定後，続い
て，同範囲内の核内蛋白量を436㎜のフィルター
を通して測定した．測定には同一標本中のリンパ球
（25個以上）のDNA値の平均を2C（2倍値：核酸
量正倍体に相当するDNA量の相対任意値）とし，
2Cに対応する核内蛋白量を2P（P：Protein）とし
て，コントロールとした．癌細胞核（130個以上）の
測定値をリンパ球の2C，2P値に対する相対値に変
表2材料処理およびFeulgen－naphthol　Yellow　S
　　二重染色法
　　　パラフィン包埋組織
　　　　　　壷
　　　　40μm切片作製　　　　　　壷
　　　　脱パラフィン
　　　　　　壷
2．0％2Na－EDTA　（pH　7．33．　70C）2時間
。。11、genase　，＊。離～騰「・1几5分間）
　　　　か達で騒（2000’…m．　5分間）
　　　　　　　　洗浄，（2000r．p．m．5分間）　 壷
　　　Auto　smearにて塗抹
新鮮切除標本
塗抹固定
　　　　　　染色材料
　　　　蒸留水強弱瀞
　　　　　　　寺
　Shiff試薬で2時間染色（暗室，室温）
　　　　　　　壷
蒸留水で洗浄（試薬の色が消えるまで）
　　　　　　　壷
　　Na2S205溶液中，10分間ずつ3回
　　　　　（流水中10分間）
　　　　　　　壷
O・19・　Naphthol　Yellow　S（1％酢酸，　pH　2．8）
　　　　　（30分間，室温）
　　　1％轍，。謬間，回瀞
　　　　　　　重
　absolute　tertiary　butanol　37℃，30秒間
　　　　　　　壷
　　　キシロールで2回洗浄
　　　　　　　・
　定量細胞診断TVカメラシステム
　　　（核DNA，核蛋白量測定）
換し，癌細胞核DNA，核内蛋白量とした．
　5．核DNAヒストグラムの解析
　Go期の末梢血リンパ球500個のDNAの測定よ
りmean±SDその平均値は2．00±0．34　Cであり，
1．6C～2．4Cの問を2C領域とした．大腸癌，大腸
正常粘膜で得られたDNA　histogramを独自の方法
で分類し，2C領域にピークを認め，2．5C以上が
10％未満のものをdiploidyとし，それ以外のパタ
ーンを示すものをaneuploidyとした（図2）．DNA
pattern，核DNA量，核内蛋白量を用いて，一三転
移群，及び肝転移群について［大腸癌取扱い規約］5）
に基づいた臨床病理学的分類に従って比較検討を行
った．
　6．統計学的解析
　x2検定およびt検定にてp〈0．05以下を有意差
ありとした．平均値はmean±SDで表した．
IV．研究成績
1．細胞周期と細胞核DNA，核内蛋白量との関係
1）リンパ球
（3）
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　培養リンパ球における細胞周期の解析はDarzyn－
kiewiczに準じた方法を用いた6）．　G　O期（resting
phase）のリンパ球をコントロールとして，　PHAを
加え72時間培養後に得られた幼若化末梢血リンパ
球を測定した結果，末梢リンパ球（GO期）の核内
蛋白量／核内DNA量（P／D比）の平均値は1．02±
0．13であり，P／D比が2．0以上はなく，一方，幼若
化リンパ球ではP／D比の平均は2．28±0．85，P／D
比が2．0以上の含有率は58％であった．すなわち，
細胞周期の中で細胞増殖状態に対応してP／D比，
P／D＝2．0以上を示す細胞の含有率が増加すること
が証明された．G1期（pre－DNA　synthetic　gap）で
は核内蛋白量のみ増加し，S期（DNA．　synthetic
phase）では核DNA量，核内蛋白量ともに増加し，
G2M期（post－DNA　synthetic　gap　and　Mitosis）
では核内DNA量の増加が停止し，核内蛋白量だけ
が増加することが確認された．細胞が分裂期
（Mitosis）に入り，細胞が分裂した後，再び次の細胞
周期に移行することが解明された（図3）．この成績
から細胞核のDNA量，核内蛋白量を同時測定する
ことにより細胞増殖動態の解析が可能であることが
示唆されたので，この結果を癌細胞に応用し各症例
の癌細胞増殖動態の解析を行った．
　2）正常大腸上皮細胞
　憩室穿孔した結腸切除症例2例の正常上皮細胞の
核DNA量，核内蛋白量の測定結果ではいずれも
DNAのピークは2Cにあり，5Cを越えるものが
全く認められなかった．核内蛋白量は6Pまで認め
られ，P／D比はそれぞれ1．24と1．29で，　P／D＝2．0
以上の細胞含有率はそれぞれ3．80％と4．36％であ
った．以上の結果より，正常大腸上皮細胞の大部分
（4）
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図4　大腸正常上皮
は細胞周期上CO，　G1期に相当し，　S；期，　G2M期
の細胞は約5％であることが判明した（図4）．
　2．病巣別の比較検討
　1）　DNA　histogram　pattern
　原発巣がaneuploidy　patternを示す症例は，非肝
転移群では42例中30例（71．4％），肝転移群では33
例中24例（72．7％）であり，共にaneuploidyが多
かったが，肝転移群では同時性17例中16例
（94．1％），異時性16例中8例（50％）であり，原発
巣でのaneuploidyの比率が異時性に比し，同時性
で有意に高かった（p＜0。05）．肝転移巣において
aneuploidyを示す症例は33例中31例（93．9％）で
あり，原発巣より更にaneuploidyの出現率が高か
った．また，肝転移群の原発巣と肝転移巣のaneu－
ploidyを比較すると異時性転移では肝転移巣の
aneuploidyの比率が有意に高かった（p＜0．05）（表
3）．
　2）P／D比，P／D＝2．0以上の癌細胞含有率
　原発巣において，非肝転移群，異時性肝転移群，
同時性肝転移群の順でP／D比および，P／D＝2．0以
上の癌細胞含有率は共に増大する傾向がみられた．
特に，aneuploid症例では非肝転移群と同時性肝転
移群の間にP／D比，P／D＝2．0以上の癌細胞含有率
は共に有意差を認めた（p＜0．01）．肝転移巣におい
　表3病巣別におけるDNAヒストグラム分類
a）原発巣
diploidaneuploid
非肝転移群
ﾙ時肝転移群
ｯ時肝転移群
12（28．6）
W（50．0）
P（5．9）
30（71．4）
墲P；］・
b）肝転移巣
diploidaneuploid
異時肝転移群
ｯ時肝転移群
2（12．5）
O（0．0）
14（87．5）
P7（100）
c）原発巣対肝転移巣
　　　　　　　　同時性転移
diploidaneuploid
原　発巣
ﾌ転移巣
1（5．9）
O（0。0）
16（94．1）
P7（100）
蝋画性転移
diplod aneuploid
原　発　下
?転移巣
8（50．0）
Q（12．5）
、llll：ll］・
（　）：　o／o
＊　：p〈O．05
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表4DNA　histogram別における各群のP／D比，　P／D≧2．0との関連
a）原発巣のDiploid症例について
第52巻第3号
P／D比 P／D≧2．0（％）
非肝転移　　　　（12）
ﾙ訓性肝転移　　　（8）
ｯ時性肝転移　　　（1）
1．17±0．27
P．33±0．33
O．85
2糊ご4］・
P3．1
b）原発巣のAneuploid症例について
P／D比 P／D≧2．0（％）
非肝転移　　　　（30）
ﾙ時性肝転移　　　（8）
ｯ時性肝転移　　（16）
鰯1；i玉・ iili齢・
c）転移巣のDiploid症例について
P／D比 P／D≧2．0（％）
異時性肝転移　　　（2）
ｯ時性肝転移　　　（0）
1．38±0．25 14．6±8．3
d）転移巣のAneuploid症例について
P／D比 P／D≧2．0（％）
異時性肝転移　　　（14）
ｯ時性肝転移　　（17）
1．67±0．53
P．66±0．45
30．7±20．4
R3．0±24．5
（）：症例数
　＊　：P〈O．05
＊　＊　：P〈O．Ol
てはdiploid例が少ないために比較出来ないがanu－
ploid症例について転移の時期別で比較するとP／D
比は1．67±0．53と1．66±0．45，P／D＝2．0以上の癌
細胞含有率は30．7±20．4％と33．0±24．5％であ
り，同時性と異時性肝転移群はほぼ同率であった（表
4）．
　3．各群の原発巣における核内P／D比，P／D≧
　　2．0の細胞含有率の比較
　非肝転移群（n＝42）のP／D値は0．79から1．96
に分布し，平均は1．29±0．36，肝転移群（n＝33）で
は0．85から2．11に分布し，平均は1．54±0．32で両
群間に有意差を認めた（p＜0．01），肝転移群を同時
性転移（n＝17）と異時性転移（n＝16）に分類して
検討すると，同時転移群のP／D値平均は1．65±
0．33で非肝転移群より有意に高かったが（p〈
0．01），異時転移群の平均値は1．44±0．29であり，
非肝転移群よりP／D比が高い傾向を示すが有意差
は認められなかった．
　P／D≧2．0の細胞含有率については非肝転移群が
15．3±14．9％，肝転移群が30．1±14．9％であり，両
二間に有意差を認めた（p＜0．01）．同時転移群の
36．7±15．1％および，異時転移群の23．6±13．2％
も非肝転移群に対し，それぞれ有意差が認められた
（p＜0．01，p〈0．05）（図5）．同時性肝転移群の原発
巣癌細胞活動potentialが充進していることが示唆
された．
　4．臨床病理学的諸因子における検討
　1）非肝転移群と時期別肝転移群について
　占拠部位について検討すると，非肝転移群では結
腸癌が30例（71．4％）と多いのに対して肝転移群の
33例中17例（51．5％）は直腸癌であった．中でも，
壮時性転移群は非肝転移群に比べて直腸癌が有意に
多かった（p〈O．05）．
　壁深達度をm～ssとs以上に分類して検討する
と，深達度の深いs以上の症例数は肝転移群が20例
に対して非学転移群が9例であり，有意差を認めた
（p＜0．01）．特に同時性肝転移群は非肝転移群に比、
べて明らかな有意差を示した（p〈O．Ol）．
　肝転移と最も関係がある静脈侵襲について検討す
ると，肝転移の時期に関係なく肝転移群は非肝転移
（6）
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群に比して，静脈侵襲陽性例v（＋）が多く，有意
差を認めた（p＜0．05）．その他，組織型，リンパ管
侵襲，リンパ節転移因子について検討したが肝転移
群と非肝転移群の間に有意の差は認められなかった
（表5）．
　2）DNA　histogram　pattern別について
　肝転移早期予測の可能性について検討するため，
異時性肝転移群と非肝転移群の晶群を比較検討し
た．この両雨間の臨床病理学的因子別に比較した結
果，diploid症例でもaneuploid症例でも占拠部位
では直腸症例，組織型では中分化腺癌症例，壁深達
度ではs以上症例，静脈侵襲陽性因子v（＋），リン
パ節転移陽性因子n（＋）において十時性肝転移群
は非肝転移群より多い傾向を認めたが有意差を示し
たのはaneuploid症例における静脈侵襲陽性因子の
みであった（p＜0．05）（表6）．
　3）P／D，P／D＝2．0以上の癌細胞含有率について
　非肝転移群と異時性肝転移群におけるP／D比，お
よびP／D＝2．0以上の癌細胞含有率を臨床病理因子
別に検討した．
　P／D比を1．5未満，1．5以上に分け，因子別に比
較した結果では平時性肝転移群においては壁深達度
がs以上症例と静脈侵襲陽性症例のP／D比が1．5
以上を示すのはともに9例中6例（66．7％）があり，
非肝転移群の10例中1例（10％）に比べ，有意に多
かった（p＜0．05）．P／D比の平均値に関しては，ど
の因子においても異時性肝転移群は非転移群より高
い傾向を示したが有意差はなかた．
　P／D＝2．0以上の癌細胞含有率を20％未満，20％
以上に分類し，因子別に検討した結果では異時性肝
転移群における壁深達度がs以上因子と静脈侵襲陽
性因子が20％以上を示す症例は5例と7例であり，
非肝転移群に比べ有意差を認めた（p＜0．05）．P／
D＝2．0以上の癌細胞含有率の平均値について，異時
性肝転移群はすべての因子において20％以上を示
した．それに対して，非肝転移群ではいずれの因子
においても20％未満であった．各因子の中で有意差
を認めたのは壁深達度がs以上症例（p＜0．05）と
静脈侵襲陽性症例であり（p＜0．01），この2因子は
肝転移の危険因子と推察された（表7）．
　以上より，大腸癌症例の中でDNA　histogramが
aneuploid　patternを示し，　P／Dが1．5以上，また
は，P／D＝2．0以上の癌細胞含有率が20％以上を示
す症例は腫瘍内癌細胞の細胞増殖活性が充回してお
り，特に，壁深達度s以上症例および，静脈侵襲陽
性症例は肝転移のhigh　risk　groupと推察される．
　5．P／D＝2．0以上の癌細胞含有率と組織学的所
　　見による大腸原発巣と肝転移巣との比較
　同一症例の原発巣と肝転移巣との間でP／D＝2．0
以上の癌細胞含有率の差は一38．7％から＋66．1％
まで，原発巣より肝転移巣が高値を示したのが33例
中19例（57．6％）であった（表8）．このように原発
巣と肝転移巣との間で細胞増殖活性の変化が認めら
れた．さらに，原発および肝転移巣のP／D＝2．0以
上の癌細胞含有率の差（原発巣一肝転移巣）を一10％
未満，一10％～＋10％，10％以上の3群に分けて検
討すると各群を代表するA症例（一38．7％），B症
例（＋0．85％），C症例（＋66．1％）3症例の病理組
織学的分化度を比較した結果，A症例とC症例は
共に中分化腺癌であり，両症例の原発巣と骨転移巣
の分化度はそれぞれ同程度であった．同様，B症例
の原発巣と肝転移巣は同じ分化度の高分化腺癌であ
った（図6a，　b，　c）．
（7）
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表5　非肝転移群，および時期別肝転移群における臨床病理学的諸因子との関連
非肝転移群 零時性肝転移 同時性肝転移
（n＝42） （n＝16） （n＝17）
占拠部位
結　腸 30（71．4％） 7（43．8％） 9（52．9％）
直　腸 12（28．6％） 9（56，2％） 8（47．1％）
＊ NS．
組織型
高分化腺癌 31（73．8％） 9（56．2％） 10（58．8％）
中分化腺癌 9（21．4％） 7（43．8％） 7（41．2％）
低分化腺癌 1（2．4％） 0（　0％） 0（　0％）
その他 1（2．4％） 0（　0％） 0（　0％）
NS． N．S．
壁深達度
m～SS 33（78．6％） 7（43．8％） 6（35．3％）
s以上 9（21．4％） 9（56．2％） 11（64．7％）
＊ ＊＊
リンパ管侵襲
1y（一） 17（40．5％） 11（68．7％） 9（52．9％）
ly（＋） 25（59．5％） 5（31．3％） 8（47．1％）
N．S． NS．
静脈侵襲
v（一） 32（76．2％） 7（43，8％） 7（41．2％）
v（＋） 10（23．8％） 9（56．2％） 10（58．8％）
＊ ＊
リンパ節転移
n（一） 23（54．8％） 6（37．5％） 5（29．4％）
n（＋） 19（45．2％） 10（62．5％） 12（70．6％）
N．S． N．S．
　＊　：p〈O．05
＊　＊　：P〈O．Ol
N．S．　：　not　significiant
V．考 察
　大腸癌治療の遠隔成績を向上させるためには大腸
癌肝転移の早期発見が重要であり，臨床的には大腸
癌切除後，定期的に超音波，CTによる検査，血清
CEA値の測定を行わなければならない．しかし術前
に採集した癌組織より肝転移のhigh　risk　groupを
同定出来れば，超音波画像診断7）による微細肝転移
の発見，術中，術後の肝転移に対する適切な治療法
の選択が可能となる．
　癌細胞核DNA量と癌の進行度との関係を検討し
た報告の多くは進行度の進んだ症例では　aneu－
ploidyの出現率が高く，予後との関係もaneuploid
症例はdiploid症例に比べて予後不良であると報告
されている8）9）．一方，DNA　ploidyと予後との間に
有意な関連はないという報告10）11）もある．本研究で
は肝転移群と三三転移群の原発巣において共に
aneuploid　patternが多かったが異時性肝転移群の
aneuploid率（50．0％）は非肝転移群（71．4％）よ
り低い理由は不明であり，single　parameter（DNA
量）の解析だけでは両群間に有意な関連が得られな
かった．吉田12）はaneuploidyの示すのは量的染色
体異常であり，癌の生物学的性状をより正確に捉え
るためには染色体の量的異常に加え質的異常を検討
する必要があると指摘している．山岡13）細胞核
DNA量にRNA量を加えて肺癌の悪性度評価の指
（8）
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表6DNA　pattern別における非肝転移群，および飯時性肝転移群の臨
　　床病理学的諸因子との関連
diploid aneuploid
非肝転移群 異時性肝転移群 非肝転移群 異時性肝転移群
（n＝12） （n＝8） （n＝30） （n＝8）
占拠部位
結　腸 10（83．3） 4（50．0） 20（66．7） 3（37，5）
直　腸 2（16．7） 4（50．0） 10（33，3） 5（62．5）
組織型
高分化腺癌 10（83．3） 5（62．5） 21（75．0） 4（50．0）
中分化腺癌 2（16．7） 3（37．5） 7（25．0） 4（50．0）
壁深達度
rn～SS 10（83．3） 3（37．5） 22（73．3） 4（50．0）
s以上 2（16。7） 5（62，5） 8（26．7） 4（50，0）
リンパ管侵襲
Iy（一） 6（50．0） 5（62。5） 11（36．7） 4（50．0）
Iy（＋） 6（50．0） 3（37．5） 19（63．3） 4（50．0）
静脈侵襲
v（一） 9（75．0） 5（62．5） 23（76．7） 2（25．0）
v（＋） 3（25．0） 3（37．5） 7（23．3） 6（75．0）
＊
リンパ節転移
n（一） 9（75．0） 4（50，0） 14（46．7） 2（25．0）
n（＋） 3（25．0） 4（50．0） 16（53．3） 6（75．0）
　＊　：p〈O．05
（　）＝　o／o
標として有用であると報告している．中島14），
Pollack’5）は核DNA量と核内蛋白量のtwo
parameterによる細胞周期と細胞増殖能を解析す
る研究を報告している．さらに癌遺伝子関連産物
（c－erbB－20ncoprotein）は乳癌，胃癌，大腸癌など
の腺癌において癌細胞の増殖や癌の悪性度に正の相
関を示すという報告16）17）がある．いずれもDNA量
単独よりもtwo　parameterによる解析の方が細胞
増殖動態に良好な相関関係を得られると報告してい
る．本研究でもP／D比，P／D＝2．0以上の細胞含有
率は細胞周期のS期，G2M期において増加した
結果から細胞増殖動態を反映する事が明らかになっ
た．
　一般にDNAの測定にはFlow　cytometryを用い
ることが多く，大量の検体を高速処理できる利点が
ある反面，検体に混入する正常細胞や，破壊細胞片
を同時に誤測する欠点もある．本研究では　Micro－
spectrophotometryの改良型である定量細胞診断
TVカメラシステムを用いて，分離処理された大腸
癌 原発巣と肝転移巣の癌細胞核をテレビ画像で確
認し，細胞分離時に生じた破綻細胞核，重複核，
debrisを除外し，正確に癌細胞核を捉え，その核
DNA量と同範囲内の核内蛋白量の定量を可能にし
た．一方，大腸癌の原発巣と肝転移巣に関する研究
報告はまだ少なく，本研究ではDNA量と核内蛋白
量の両面から大腸癌肝転移に関する検討を加えた．
　本研究では病理組織学的悪性度の指標である占拠
部位，組織型，壁深達度，脈管侵襲，リンパ節転移，
およびDNA　ploidy　patternをP／D，　P／D比が2．0
以上の含有率で検討した成績で有意差を示したのは
直腸例，壁深達度がs以上例，静脈侵襲陽性例，お
よび各群のaneuploid例であり，特に，P／D比が2．0
以上の含有率について，非肝転移群に比し，異時性
肝転移群では有意に高かった因子は壁深達度がs以
上症例，静脈浸潤陽性例であった．［大腸癌取扱い規
約］5）に準じて進行程度を規定する因子の中では壁
（9）
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図6a　症例Aの原発巣と肝転移巣の病理組織所見
Q
　室
騨　｛．　va
塾
鞭ぜ訓’貯　、黍
黛　　　　．　　 　　　　冨ギ、ほ馬滋
、．
吹A・／遜譲磁藩
　　　かサ∵　三ぎぐ：
猷　　｝　　　　　　　　、
　　・5〆離ひ
ぎ1，・
証1騰
）　　　　　　　藤
’　；；、諌・㌦　二㌧
f・こト旨
∵桟　　紛
い．・キ　　霧ビ醍
繋㌔G♪’　「　？、鴻一5Pt、；　　　，
．・l∴∫諺二二＝海藤ぎ
大腸病巣：不規則な癒合を示す小型の異型腺管の
増殖が見られ，核は腫大し，クロマチンの増加，
大小不同と不規則な配列を示し，細胞異型も著明
であり，中分化型腺癌である．（HE，染色，×250）
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　　　　　　　図1
磯蹴
肝病巣：小型の異型腺管の増殖が見られ，中分化
型腺癌である．（HE染色，×250）
深達度因子が重要である．壁深達度がs以上のP／
DとP／D；2．0以上の含有率共に肝転移群において
有意に高値を認めた結果は大腸癌の悪性度に関する
中江18）の意見と一致している．同様，大森19）は大腸
癌肝転移群の原発巣の壁深達度がs以上症例に。－
erbB－2癌遺伝子産物の発見率が高いと報告してお
り，c－erbB2蛋白は大腸癌の肝転移に関与している
可能性があると指摘した．その他の臨床病理学的因
子と肝転移について，報告者間でまだ一致した結果
が得られていないが静脈浸潤は重要な因子とする見
解が多い，特に漿膜下静脈侵襲陽性例SSV（＋）と肝
転移は深い関連があることが示唆されている20）．同
様，ArmitageはDNA　aneuploidy　patternが大腸
癌転移と正の相関があると報告し21），本研究の結果
と一致した．これらは大腸癌肝転移の危険因子であ
ると推察した．
　一般に細胞の増殖期には遺伝子の複製が充進状態
を示し，細胞内の遺伝子は非常に不安定になり，遺
伝子の突然変異が起こり易いと知られている22）．一
方，癌遠隔転移の成立には癌細胞の遊離，移動，着
床，増殖の過程が必要条件であり，これらの過程に
は多くの因子が関与している．中でも癌遺伝子の変
異が重要である．大腸癌においても癌細胞の増殖過
程で癌遺伝子に変異が生じ，癌細胞核内の蛋白量の
（10）
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図6b　症例Bの原発巣と肝転移巣の病理組織所見
獺
1蛭
大腸病巣：大小不同の異型腺管からなる高分化型
腺癌である．（HE染色，×250）
図6c症例Cの原発巣と肝転移巣の病理組織所見
大腸病巣：小型の異型腺管の増殖が見られ，クロ
マチンの増加，腫大した核が不規則に配列してい
る．中分化型腺癌（HE染色，×250）
肝病巣：大小不同の異型腺管からなる高分化型腺
癌である．（HE染色，×250））
肝病巣：原発巣と同様な異型構造，異型細胞を示
す中分化型腺癌である．（HE染色，×250）
増加に伴い，量的な異常増殖と共に突然変異を繰り
返し，より悪性度の高いStem　lineを獲得する可能
性が増加すると推察される23）．このようにして大腸
癌細胞の浸潤性，遊離性などの質的な変化が起こり，
原発巣から癌細胞が遊離し易い状態になり，肝転移
に移行すると推測された．最近，p21，　p53，　c－
mycmRNAなどの大腸癌遺伝子，抑制遺伝子または
遺伝子産物の研究で，これらの核蛋白は肝転移と関
連があると報告され24）されている．本研究で用いら
れている核DNA量一核内蛋白量によるtwo
parameterの検討では肝転移において核内蛋白量
の増加が明らかであり，細胞増殖能を反映するP／D
比とP／D＝2．0以上の含有率を同時性，異時性肝転
移および非難転移群の原発巣について検討した結
果，同時性肝転移群のP／D比平均値は1．65±0．33，
P／D＝2．0以上癌細胞含有率の平均は36．7±
15．1％，農時性肝転移群のP／D比平均値は1．44±
0．29，P／D＝2．0以上細胞含有率の平均は23。6±
13．2％，非肝転移群のP／D平均値は1．29±0．36，
P／D＝2．0以上癌細胞含有率の平均は15．3±14．9％
であり，同時性肝転移群では非肝転移群よりも有意
に高いことが解明された（p〈0．01）．これは大腸癌
原発巣の細胞増殖動態が肝転移の発生と関連し，大
腸癌転移の完成には癌細胞の増殖活性あるレベル以
（11）
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表7　非肝転移群と異時性肝転移群の臨床病理因子別におけるP／D比，P／D≧2．0細胞含有率の比較
P／D比 P／D≧2．0の細胞含有率
1。5未満 1．5以上 平均値 20％未満20％以上 平均値（％）
占拠部位（結腸）
非違転移群（n＝30） 20例 10例 1．29±0．3722例 8例 15．3±15，8
異時性肝転移（n＝7） 4例 3例 1．38±0．303例 4例 23．1±18．0
占拠部位（直腸）
非肝転移群（n；12） 7例 5例 1．29±0，388例 4例 15．4±13．3
異時性肝転移（n＝9） 3例 6例 1．48±0．284例 5例 24．0±9，2
組織型（高分化腺癌）
非肝転移群（n＝31） 21例 10例 1．26土0．3623例 8例 14．8±15，2
異時性肝転移（n＝9） 4例 5例 1．42±0，294例 5例 22．9±！1．7
組織型（中分化腺癌）
非肝転移群（n＝9） 5例 4例 1．40±0．396例 3例 16．7±14．8
十時性肝転移（n＝7） 3例 4例 1．46±0．303例 4例 24．5±15．9
壁深達度（s以上症例）
非肝転移群（n＝10） 9例 1例 1．16±0．339例 1例 9．2±12．5
十時性肝転移（n＝9） 3例 6例 1．48±0。284例 5例 23．9±13．3
＊ ＊ ＊
リンパ管侵襲ly（＋）
非肝転移群（n＝25） 16例 9例 1，32±0．3816例 9例 17．9±15．6
十時性肝転移（n＝7） 3例 4例 1．46±0．303例 4例 24．2±15．8
静脈侵襲v（＋）
非一転歯群（n＝10） 9例 1例 1，36±0．308例 2例 13．5±12。1
十時性肝転移（n＝9） 3例 6例 1．54±0．212例 7例 31．0±11．9
＊ ＊ ＊＊
リンパ節転移　n（＋）
血肝転移群（n＝19） 12例 7例 1，35±0．3512例 7例 19．2±14．3
十時性肝転移（n＝10） 5例 5例 1．42±0．314例 6例 25．9±f4，4
　＊　：p〈O．05
＊　＊　：p〈O．Ol
上に達することが必要条件であると理解される．特
にP／D比が1．50以上及びP／D＝2．0以上の含有
率が20％以上の大腸癌症例は肝転移のhigh　risk
groupと推察された．
　肝転移群の原発巣と肝転移巣のP／D比，P／D＝
2．0以上の含有率を比較すると，両者とも細胞増殖
充進状態を示すが有意差は無かった．症例別で見る
とP／D比において肝転移巣が原発巣より高値を示
すのが33例中22例（66．7％），P／D＝2．0以上の含
有率において肝転移巣が原発巣より高値を示すのが
33例中18例（54．5％）だけであった．このように同
一症例において原発巣と肝転移巣の癌細胞増殖活性
が一致していないことは癌細胞が肝に着床した後，
肝臓内で癌細胞増殖する過程で遺伝子レベルの変化
が生じる可能性があると推測出来た．
VI．結 語
　本研究で大腸癌の非肝転移例42例と肝転移例33
例の原発巣および肝転移巣の核DNA量と核内蛋白
量を測定解析し，これらの臨床病理学的所見との関
連性について検討し，以下の結果を得た．
　1）細胞分裂周期の移行に伴い核内蛋白量／核
DNA（P／D比）が増大した．　S期，　G　2　M期では
P／D比が2．0以上を含む細胞数が増加した．P／D比
は細胞増殖動態をよく反映することが示唆された．
　2）正常大腸上皮細胞を核内蛋白量／核DNAで解
（12）
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表8症例別の原発巣と肝転移巣における癌細胞含有率の比較
P／D2．0以上の癌細胞含有率
@　　の実測値（％）
P／D＝2．0以上の癌細胞含有率
@　　　　の差（％）
原発巣（n＝33） 肝転移巣（n＝33） 原発巣一品転移巣（n＝33）
29．30
T4．92
S9．23
R．15
R4．80
Q5．00
R5．52
W．44
Q9．23
P5．25
P0．96
P3．41
S2．74
P3．05
U1．36
R4．70
P6．36
R5．78
Q6．35
Q4．24
R8．40
R3．20
Q2．20
R8．57
Q0．65
P9．39
Q0．43
Q6．40
Q0．79
R3．77
R8．88
T7．50
U8．00
68．00
W9．40
W0．40
R2．45
T4．72
S3．67
S9．36
Q1．36
S2．03
Q8．00
Q1．85
Q3．93
T0．00
P8．24
U5．64
R8．68
P8．89
R6．25
Q5．50
Q1．33
R5．36
Q8．69
P6．83
R1．05
P0．50
V．41
V．14
P2．30
P．21
P2．90
S．86
Q0．92
P．90
一38，70　症例A
|34．48
|31．17
|29．30
|19．92
|18．67
|13．84
|12．92
|12．80
|12．75
|10．89
|10．52
|7．26
|5．19
|4．28
|3．98
|2．53
|0．47
@0．85　症例B
@2．91
@3．04
@4．51
@5．37
@7．52
@10．15
@11．98
@13，29
@14．10
@19，58
@20．87
@34．02
@36．58
@66．10　症例C
析すると大部分はGO，　G1期の細胞であった．
　3）DNA　ploidy分類において，原発巣では肝転移
群も共にaneuploid　patternが多かったが，同時性
肝転移群は異時性肝転移群よりもaneuploidyの出
現が高頻度であった．肝転移巣では何れも　aneu－
ploidyが高頻度に出現した．
　4）DNA　histogramはP／D比とP／D＝2．0以上
含有率に正の相関があった．
　5）同時性肝転移群におけるP／D比，P／D＝2．0
以上含有率が異時性肝転移群より高値を示し，同時
性肝転移群の増殖能が異時性肝転移群より充進して
いることが示唆された．
　6）臨床病理学的諸因子の解析により異時性肝転
移群で非肝転移群より有意（p〈0．05）に多く認めら
れた因子は直腸症例，壁深達度がs以上の症例，静
脈侵襲陽性例の3因子であった．DNA　ploidy分類
による両広間の解析では有意差が認められたのは静
脈侵襲因子だけであった．
　7）P／D比が1．5以上，P／D＝2．0以上の癌細胞占
有率が20品詞越える症例は大腸癌肝転移のhigh
（13）
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risk　groupであり，特に，壁深達度s以上，静脈侵
襲陽性例でP／D比が1．5以上，P／D＝2．0以上の癌
細胞占有率が20％を越える症例に対して厳重な
follow　upの必要性が示唆された．
　8）同一症例の原発巣と肝転移巣との問に癌細胞
増殖能の：充進は病理組織学分化度とは明らかな相関
が認められなかった．
　稿を終えるにあたり，御指導，御校閲を賜りまし
た木村幸三郎教授に深謝致します．また，核DNA，
核蛋白定量の御指導を頂きました外科加藤治文教
授，小中千守助教授，ならびに御協力頂きました東
京医科大学外科第三講座の教室員各位に感謝の意を
捧げます．
　なお，本研究の要旨の一部は第9回癌DNA研究
会，第38回大腸癌研究会で発表した．
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